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Cílem této bakalá ské práce bylo studium r!stu a produkce vybraných metabolit! 
mikroorganismy, konkrétn" Lactobacillus casei a Saccharomyces cerevisiae. Mikroorganismy 
byly kultivovány v Erlenmeyerových ba#kách za použití médií doporu$ených pro jejich r!st a 
byly stanoveny r!stové k ivky z hodnot optické hustoty a koncentrace sušiny biomasy. Dále 
byl ve vzorcích analýzou na HPLC stanoven obsah glukosy a ethanolu u S. cerevisiae a obsah 








The aim of this Bachelor thesis was study of the growth and production of selected 
metabolites of microorganisms, namely Lactobacillus casei and Saccharomyces cerevisiae. 
Microorganisms were cultivated in Erlenmeyer flasks by using the recommended media for 
their growth. The growth curves were determined from the values of optical density and 
concentration of biomass. Samples were then analyzed by HPLC for determination of the 
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V"tšina životních projev! mikrobiálních bun"k je v podstat" vázána na ur$itá období jejich 
r!stu. Sledování r!stu bakterií a kvasinek pat í mezi základní mikrobiologické $innosti. 
R!st a rozmnožování mikroorganism! je závislé na vlastnostech prost edí, p edevším 
na složení substrátu a okolí, dostupnosti energie a p!sobení fyzikálních a chemických faktor!, 
kam pat í nap íklad teplota, tlak, pH kultiva$ního média, apod. Z toho vyplývá, že kultivace 
za p irozených $i cílených podmínek neprobíhá rovnom"rn". [1] 
B"hem statické kultivace je pr!b"h r!stu mikroorganism! charakterizován n"kolika 
fázemi, které jako celek tvo í tzv. r!stovou k ivku. Z jejího tvaru a veli$in charakteristických 
pro ur$ité fáze je možné porovnávat r!stové vlastnosti r!zných mikroorganism! za ur$itých 
podmínek, nebo naopak vlastnosti jedné kultury s r!znými podmínkami prost edí. Druhá 
zmín"ná možnost je d!ležitá z hlediska optimalizace kultivace pr!myslov" významných 
mikrobiálních kultur. Nejvýznamn"jšími veli$inami charakteristickými pro ur$ité fáze r!stu 
jsou doba Lag-fáze, genera$ní doba, rychlost r!stu a specifická rychlost r!stu (&). R!stovou 
k ivku je možno sestrojit sledováním r!stu ur$ité kultury v definovaném prost edí, a to 
m" ením optické hustoty vzork! odebíraných b"hem kultivace, $i sledováním nár!stu 
biomasy mikroorganism!. [1] 
Mezi pr!myslov" významné metabolické pochody mikroorganism! pat í mlé$né a 
alkoholové kvašení. Produkty vznikající p i t"chto kvašeních, tedy ethanol a kyselina mlé$ná, 
jsou metabolity primárními, což znamená, že se tvo í sou$asn" s r!stem. [2] 
Obecné schéma mikrobního procesu se skládá z p ípravy média, p ípravy inokula 
(zákvasu), vlastní fermentace (r!st bun"k a tvorba metabolit!), odd"lení bun"k a jejich 
p ípadné zpracování a nakonec z izolace produktu. Fermenta$ní proces ovšem nemusí být 
tvo en všemi t"mito kroky, jelikož jejich volba závisí na použité surovin" k p íprav" 
fermenta$ního média a p edevším také na vlastním produktu. Pokud se jedná nap íklad 
o produkty, jako jsou pivo a víno, tak není nutno provád"t v"tšinu izola$ních a purifika$ních 
operací, sta$í pouze odd"lení kvasinek, avšak p ibudou operace spojené se zušlecht"ním 
produktu (dokvašení, zrání, aj.). V p ípad" výroby $istého ethanolu $i destilát! je ovšem 
pot eba v"novat se izolaci a zakoncentrování produktu, což se provádí destilací a rafinací. 
Pro celý proces fermentace je ovšem d!ležitá i použitá surovina, jelikož ta ur$uje podstatnou 









1 TEORETICKÁ  ÁST 
1.1 Kvašení 
Pojmem kvašení $i fermentace jsou ozna$ovány procesy anaerobní dehydrogenace, 
v jejichž pr!b"hu je zkvašovaný organický substrát zpravidla rozšt"pen po p edchozí aktivaci 
na meziprodukty, které dále vstupují do oxida$n" reduk$ních reakcí. Aktivace substrátu 
probíhá fosforylací za ú$asti ATP a p íslušných enzym!. P enos vodíku p i redoxních 
reakcích je obstaráván pomocí NAD-dehydrogenáz. [3] 
Po energetické stránce p edstavuje kvašení proces, p i n"mž se uvol#uje jen malé množství 
energie. Je to tím, že anaerobn" dehydrogena$ní procesy p em"ny substrátu se zastavují 
v"tšinou na tvorb" jednodušších organických slou$enin, které nemohou být bu#kou za daných 
podmínek dále odbourávány pro nep ítomnost enzymatických systém! katalyzujících procesy 
terminální oxidace. Celkové množství energie uvoln"né p em"nou daného substrátu 
v procesech fermentace se podstatn" snižuje vytvo ením neúpln" oxidovaných organických 
metabolit!. [3]  
Kvasnými procesy získávají energii výlu$n" jen chemoorganotrofní bakterie. Substrátem 
p i fermentaci jsou jednoduché organické látky, nej$ast"ji sacharidy. Základní metabolickou 
drahou pro anaerobní oxidaci sacharid! je tzv. glykolýza neboli Embden-Meyerhof-Parnasova 
(EMP) dráha. V této dráze je n"kolik reakcí, b"hem kterých dochází k postupné p em"n" 
substrátu, v"tšinou hexosy, až na kyselinu pyrohroznovou. Tato kyselina je p i glykolýze 
d!ležitá, jelikož zp!sob její p em"ny, závislý na vlastnostech p!vodce a podmínek kvašení 
rozhoduje o charakteru kone$ných produkt! a tím i typu fermentace. Hlavními reakcemi 
glykolýzy jsou postupná fosforylace hexos až na fruktosa-1,6-bisfosfát, jeho št"pení na dva 
triosafosfáty a jejich oxidace na 1,3-bisfosfoglycerát. Tato oxidace, kdy se redukuje koenzym 
NAD+ v NADH a H+, je pro n"které mikroorganismy jediným zdrojem energie glykolýzy. 
%ást této energie se uloží v ATP a další $ást se uvolní až po dalších reak$ních stupních, 
tj. p i p em"n" makroergické slou$eniny fosfoenolpyruvátu na pyruvát za vzniku další 
molekuly ATP. %istý zisk odbourání jedné molekuly hexosy jsou 2 ATP, jelikož p em"nou 
jednoho triosafosfátu vznikají 2 ATP, což znamená, že z celé hexosy vzniknou 4 ATP, avšak 
2 ATP jsou spot ebovány na fosforylaci hexos ve fruktosa-1,6-bisfosfát na po$átku glykolýzy. 




Obrázek 1 - Glykolytická dráha [5] 
1.2 Mlé!né kvašení 
1.2.1 P#vodci a jejich metabolismus 
Mlé$nou fermentaci provádí po$etná, morfologicky heterogenní skupina mikroorganism!, 
zvaných mlé$né bakterie. Mezi tyto bakterie jsou v sou$asnosti zahrnovány grampozitivní 
bakterie rod!: Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, a 
Weissella. Neobsahují cytochromy a tím ani dýchací  et"zec a chyb"jí jim b"žné anabolické 
dráhy. Jsou to p ísné fermentující organismy. [4, 6, 7, 8]  
Z hlediska morfologického jsou bakterie mlé$ného kvašení nej$ast"ji koky, s výjimkou 
laktobacil! a karnobakterií, které se vyskytují jako ty$inky. V"tšina bakterií mlé$ného kvašení 
jsou fakultativn" anaerobní, negativní na katalasu, nepohyblivé a nesporulující. Mají vysokou 
toleranci kyselého prost edí a jsou schopny p ežívat i p i hodnot" pH nižší než 5. Tato 




od 20 do 45 °C. V"tšina z nich jsou považovány za organismy GRAS (obecn" považované 
za bezpe$né). N"které druhy, nap . Streptococcus, jsou ovšem patogenní. [9] 
Mlé$né kvašení je anaerobní kvasný pochod, p i n"mž bakterie vyráb"jí z jednoduchých 
sacharid! kyselinu mlé$nou. Název tohoto procesu je odvozen od hlavního produktu (kyselina 
mlé$ná), nikoliv od druhu zkvašovaného substrátu. Nejjednodušším  ešením problému 
nalezení vhodného akceptoru pro odstran"ní vodíkových atom!, odebraných na cest" 
od glukosy k pyruvátu, je tvorba laktátu, protože akceptorem je sám pyruvát. Zisk 2 ATP 
p edstavuje asi 36 % celkové uvoln"né energie. P em"nu pyruvátu na laktát realizuje enzym 
laktátdehydrogenasa. Laktát je asi nejb"žn"jším produktem fermentace cukr! a vzniká 
p i v"tšin" kvasných proces! používaných v mlékárenském pr!myslu. [7, 10]  
Na základ" enzymového vybavení, mohou být bakterie mlé$ného kvašení rozd"leny do t í 
skupin, a to na obligátn" homofermentativní, obligátn" heterofermentativní a fakultativn" 
heterofermentativní. Vzájemný pom"r a množství jednotlivých produkt! je závislý zna$n" 
na podmínkách daného prost edí a individuálních vlastnostech jednotlivých kmen!. [7] 
P i tzv. obligátn" homofermentativním mlé$ném kvašení (obrázek 2 A), provád"ném vedle 
r!zných laktobacil! také koky (nap . rod Streptococcus), vzniká prakticky jen kyselina 
mlé$ná (90%). Homofermentativní mlé$né bakterie fermentují laktosu, glukosu i další 
monosacharidy. Na rozdíl od živo$ich!, tvo ících p i nedostatku kyslíku výhradn" L-formu 
laktátu, vyráb"jí mlé$né bakterie v"tšinou jen D-laktát. Obligátní homofermentativní bakterie 
obsahují enzym fruktoso-bisfosfát-aldolasu, avšak nemají glukoso-6 fosfát-dehydrogenasu ani 
6-fosfoglukonát-dehydrogenasu. [7, 10] 
Obligátn" heterofermentativní mlé$né kvašení (obrázek 2 B), se vyskytuje u laktobacil!, kte í 
obsahují ob" dehydrogenasy, avšak neobsahují enzym fruktoso-bisfosfát-aldolasu a 
odbourávají proto glukosu kombinací pentosového cyklu a $astí glykolytického systému. 
Na laktát se proto m"ní jen $ást glukosy; ze zbytku se tvo í ethanol a oxid uhli$itý nebo acetát 
a oxid uhli$itý. Pom"r etanolu a vzniklého acetátu závisí na redoxním potenciálu systému. 
Tato cesta je využívána fakultativními anaeroby, jako Lactobacillus casei pro fermentaci 
pentosy, a pro fermentaci hexosy a pentosy obligátn" heterofermentativním organismem jako 
je Leuconostoc. [9, 10]  
Fakultativn" heterofermentativní kvašení (obrázek 2 C), mezi mikroorganismy využívající 
tento zp!sob fermentace m!žeme za adit nap íklad laktokoky. Bakterie mající schopnost 
tohoto kvašení obsahují všechny t i enzymy. Využití tohoto zp!sobu nastává p i nedostatku 
glukózy, kdy r!st probíhá na dalších sacharidech, nap íklad Lactobacillus lactis na maltose, 
laktose a galaktose, p ípadn" nastává p i zvýšeném pH a snížené teplot". Vedle kyseliny 
mlé$né se tvo í také ethanol, acetát a formiát. Od homofermentativního kvašení se liší tato 
dráha tím, že z pyruvátu se tvo í krom kyseliny mlé$né i formiát a acetyl-CoA. Poslední 
uvedený produkt je tvo en za pomoci enzymu pyruvátformiát lyasy (PFL). Za p ítomnosti 
kyslíku je tento enzym inaktivován a je aktivovány alternativní dráha metabolismu pyruvátu 
za pomoci pyruvát dehydrogenasy (PDH). V tomto p ípad" vzniká oxid uhli$itý, NADH a 
acetyl-CoA, který je dále p em"n"n na acetát a etanol. [9] 
P i ostatních typech fermentací, navazujících na odbourání glukosy na pyruvát, se musí 



































Obrázek 2 - Katabolické dráhy bakterií mlé#ného kvašení [9] 
A) Obligátn! homofermentativní, B) Obligátn! heterofermentativní, 
C) Fakultativn! heterofermentativní 
N"které kmeny bakterií mlé$ného kvašení krom" D-laktátu produkují nepatrná množství 
L-izomeru. Druhy Lactobacillus helveticus a Lactobacillus plantarum produkují racemickou 
sm"s, složení této sm"si je prom"nlivé. Stereospecifický enzym laktátdehydrogenáza 
p ítomný v bakteriích mlé$ného kvašení ur$uje, který izomer kyseliny mlé$né bude 
vytvo ený. Pro n"které aplikace, jako nap . pro syntézu polymlé$ných kyselin, je žádoucí 
opticky $istý produkt nebo racemická sm"s stálého složení. [4] 
Nep ítomnost katalasy u bakterií mlé$ného kvašení umož#uje jejich kvantitativní 






p elijí 3% roztokem peroxidu vodíku a ty, jež neuvol#ují bublinky kyslíku, jsou s nejv"tší 
pravd"podobností p íslušníci rodu Lactobacillus. [4] 
Vyskytují se p irozen" v prost edí bohatém na živiny, jako jsou nap .: mléko, rostliny a 
uvnit  lidského a zví ecího t"la. Bakterie mlé$ného kvašení jsou používány lidmi 
pro fermentaci potravin a krmiv od pradávna. Dnes je jejich hlavní využití stále 
v potraviná ském pr!myslu, nap íklad ve výrob" mlé$ných výrobk!, nakládané zeleniny, 
masa a vína. Homofermentativní mlé$né bakterie se používají pro kvasnou výrobu mlé$né 
kyseliny. P i postupné neutralizaci vznikajícího laktátu (nap . CaCO3) se získá až 90 % 
laktátu ze spot ebovávaného substrátu. Samovolné mlé$né kvašení se využívá p i konzervaci 
zelí, okurek a zelené píce (tzv. silážování), nebo' zabra#uje rozvoji hnilobných bakterií. 
Na použití mlé$ného kvašení je založeno také sýra ství a výroba kvašených mlé$ných nápoj! 
(kysaného mléka, acidofilního mléka, kefíru, kumysu, aj.). [6, 10]  
1.2.2 Produkty metabolismu 
Hlavním produktem mlé$ného kvašení je kyselina mlé$ná, neboli 
kyselina 2-hydroxypropanová. Je to kapalina dob e rozpustná ve vod". Ve své struktu e má 
jeden chirální uhlík, z $ehož vyplývá, že se m!že vyskytovat ve form" dvou optických 
izomer!, D a L (viz Obrázek 3). Ob" izomerní formy mohou být polymerizované a 
v závislosti na složení mohou vznikat polymery s r!znými vlastnostmi. [11] 
Má výbornou reaktivitu pramenící z toho, že karboxylová i hydroxylová skupina m!že 
podléhat r!zným chemickým p em"nám v potenciáln" užite$né chemikálie jako propylen 
oxid, propylen glykol, kyselinu akrylovou, pentan-2,3-dion a laktátové estery. [6] 
Kyselina mlé$ná zastavuje rozmnožování hnilobných bakterií a stafylokok!, proto je 
využívána $innost mlé$ných bakterií odedávna pro konzervaci zeleniny a n"kterých krmiv 
(kysání zelí a okurek, atd.). [4] 
L (+) Kyselina 
mlé$ná
D (-) Kyselina 
mlé$ná
 
Obrázek 3 - Stereoizomery kyseliny mlé#né [12] 
 
Dalším produktem mlé$ného kvašení vznikajícím menším množství je  kyselina octová, 
také nazývána ethanová kyselina (HCOOH). Za normálních podmínek se jedná o bezbarvou 
kapalinu ostrého zápachu, dokonale mísitelná s vodou. Slouží jako rozpoušt"dlo a acetyla$ní 
$inidlo. Vodný roztok této kyseliny o 5 až 8% koncentraci se nazývá ocet. [13] 
Stejn" tak, jako kyselina octová, m!že v menším množství vznikat i kyselina mraven$í, 
neboli methanová kyselina (CH3COOH). Je to kapalina s leptavými ú$inky o teplot" varu 




1.3 Lihové kvašení 
1.3.1 P#vodci a jejich metabolismus 
Pojmem kvasinky jsou ozna$ovány chemoheterotrofní eukaryotické jednobun"$né 
mikroorganismy. V"tšinou se rozmnožují pu$ením nebo d"lením. Systematicky jsou 
za azovány mezi nižší houby (Fungi). Základním tvarem kvasinek je rota$ní elipsoid. Mohou 
mít i tvar kulatý, citrónovitý, oválný, lahvovitý, ogivální, podlouhlý a vláknitý. V rámci druh! 
a rod! existuje ur$itá variabilita rozm"r! bun"k. N"které rody kvasinek krom jednotlivých 
bun"k vytvá ejí i zaškrcená vlákna složená z protáhlých bun"k, tzv. pseudomycelia, nebo 
vlákna se stejným pr! ezem po celé délce a rozd"lená p epážkami, tzv. pravé mycelium. [4, 7]  
V"tšina druh! kvasinek tvo í na kultiva$ních p!dách b"lav" zbarvené kolonie, pat í tedy 
mezi tzv. bílé kvasinky. Dále se mohou vyskytovat kvasinky $ervené (r!žové), kam pat í 
nap íklad kolonie rodu Rhodotorula. Zbarvení je zp!sobeno karotenoidními barvivy. Mezi 
další výjimky pat í tzv. $erné kvasinky s tmavými až $ernými koloniemi, které má nap íklad 
rod Aureobasidium. Na sladinovém agaru jsou kolonie této kvasinky zpo$átku bílé, avšak 
pozd"ji $ernají. [10] 
Vyskytují se hojn" v p írod", obzvlášt" na cukerných substrátech, které mohou zkvašovat. 
Charakteristickou schopností v"tšiny druh! kvasinek je práv" fermentativní odbourávání 
monosacharid! a n"kterých disacharid!, trisacharid! na ethanol a oxid uhli$itý. Vzhledem 
k této schopnosti dostaly $eský název kvasinky. N"které druhy mohou vyvolávat mykotická 
onemocn"ní $lov"ka a zví at, jiné znehodnocují potraviny $i suroviny, nap . pivo, sirupy, 
š'ávy. Kvasinky mají nezastupitelný význam v pr!myslové mikrobiologii, p i výrob" piva, 
vína, peka ského a krmného droždí ap. [10] 
P!vodci ethanolového kvašení vycházejícího z glykolýzy jsou hlavn" kvasinky 
(Saccharomyces a Torula). Mezi bakteriemi uskute$#uje tento proces pouze Sarcina 
ventriculi. Jiné bakterie mající schopnost tvorby ethanolu uskute$#ují jeho tvorbu jinými 
metabolickými drahami. [3]  
V praxi je tento proces velmi d!ležitý, zejména p i výrob" ethanolu a alkoholických 
nápoj!, nap . víno, pivo, aj. %istý ethanol se používá hlavn" ve farmacii a medicín". Sumárn" 
lze vyjád it ethanolové kvašení pomocí rovnice: [3] 
2236126 2COOHCH2CHOHC +→  (∆G° = 234,5 kJ) 
Výchozím substrátem etanolového kvašení jsou hexosy, které jsou dále glykolyticky 
p em"#ovány až na kyselinu pyrohroznovou, ze které v kone$né fázi vzniká ethanol a oxid 
uhli$itý. [3]  
Energetická bilance etanolového kvašení se skládá ze 2 spot ebovaných a 4 nov" vzniklých 
makroergických vazeb typu ATP, což znamená celkový výt"žek 2 ATP. Ú$innost tohoto 
procesu lze vyjád it procentuálním pom"rem mezi volnou energií 2 makroergických vazeb a 
celkovým množstvím uvoln"né energie: 
% 26  (kJ) 100
234,5
30,62E =⋅⋅=  
Krom ethanolového kvašení vycházejícího z glykolýzy vzniká ethanol prost ednictvím 
Entner-Doudoroffovy dráhy, která je provád"na druhy rodu Zymomonas. Ty zkvašují glukosu 
za tvorby ethanolu, avšak ne pomocí glykolýzy, nýbrž metabolickou drahou ozna$ovanou 




glukosa-P-dehydrogenasou na kyselinu 6-P-glukonovou, která je dehydratována na kyselinu 
2-keto-3deosy-6-P-glukonovou. Ta je poté ú$inkem aldolasy št"pena na glyceraldehyd-3-P a 
kyselinu pyrohroznovou. Ob" slou$eniny jsou následn" p em"#ovány na ethanol a oxid 
uhli$itý, stejn" jako p i etanolovém kvašení. [3] 
1.3.2 Produkty metabolismu 
Hlavním produktem alkoholového kvašení je ethanol, nazývaný také ethylalkohol, alkohol 
nebo líh. Je to kapalina s vodou neomezen" mísitelná, s teplotou varu 78 °C. Má mírné 
dezinfek$ní ú$inky. Pat í mezi jednu z prvních p ipravených a $išt"ných organických 
slou$enin. Po tisíciletí se vyrábí kvašením obilnin a sacharid! a jeho $išt"ní destilací je 
doloženo již ve 12. století p . n. l. [13, 14]  
Pr!myslov" se vyrábí kysele katalyzovanou hydratací ethenu nebo fermentací glukosy. 
Tato slou$enina nachází využití jako rozpoušt"dlo, surovina k získávání acetaldehydu, 
ethylchloridu a r!zných ester!. Hlavní využití nachází k výrob" alkoholických nápoj!. 
Pro laboratorní ú$ely je ethanol denaturován nap íklad benzínem, aby byl nepoživatelný. 
[13, 14] 
P i alkoholovém kvašení dále vzniká oxid uhli$itý. Je to bezbarvý plyn, bez zápachu, 
rozpustný ve vod". Je t"žší než vzduch, neho lavý a p!sobí dusiv". [13] 
1.4 Bioinženýrské charakteristiky 
1.4.1 R#stová k"ivka 
R!stová k ivka se využívá jako grafické znázorn"ní vzr!stu po$tu živých bun"k. Tudíž 
vyjad uje $asovou zm"nu koncentrace mikroorganism! a je st"žejní charakteristikou r!stu. [4] 
Fyziologické vlastnosti bun"k, nacházejících se v r!zných fázích r!stových k ivek, se 
zna$n" liší. Nap íklad bu#ky ve stacionární fázi a na po$átku lag-fáze jsou mén" citlivé v!$i 
nep íznivým podmínkám (vysoká teplota, osmotický tlak, atd.), než bu#ky nacházející se 
v pozdní lag-fázi a ve fázích r!stu. [4] 
R!stová k ivka má následující úseky:  
 
1) Lag fáze (p ípravná fáze - adapta$ní): 
Bu#ky se nerozmnožují, zv"tšuje se jejich objem a je aktivován enzymový systém bun"k 
(dochází nap íklad k syntéze indukovatelných enzym! nutných pro využití p ítomných 
substrát!). Délka této fáze se liší podle druhu mikroorganismu, fyziologického stavu bun"k, 
na velikosti inokula a na složení substrátu. [4] 
 
2) Fáze zrychleného r#stu (akcelera$ní):  
Kultura je p izp!sobena podmínkám prost edí, rychlost r!stu bun"k se zrychluje, za$ínají 
se množit. Bu#ky jsou v"tší než v jiných fázích. Vliv fyziologického stavu inokula na tuto 
fázi. [4] 
 
3) Fáze exponenciální (logaritmická): 
Je charakterizována nejkratší genera$ní dobou bun"k, konstantní b"hem celé této fáze, a 
intenzivním množením bun"k. Dochází k rychlému vy$erpávání substrátu, avšak nedochází 
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ješt" k limitaci živinami. Limitující mohou být vlastnosti kultury, charakter prost edí a teplota 
kultivace. Tato fáze je nejd!ležit"jší z d!vodu tvorby primárních metabolit!. Po p enesení 
bun"k v této fázi do nového kultiva$ního média se stejným složením pokra$ují bu#ky 
v rozmnožování se stejnou genera$ní dobou, tedy bez z etelné lag-fáze. Tato fáze se také 
$asto ozna$uje jako logaritmická vzhledem k lineární závislosti mezi logaritmem po$tu bun"k 
a dobou r!stu. [4] 
 
4) Fáze zpomaleného r#stu (deklina$ní): 
Dochází ke zpomalování rychlosti množení, celkového metabolismu a nár!stu po$tu 
odumírajících bun"k. Postupn" se vy$erpávají živiny a za$ínají se hromadit metabolity. 
Vlivem toho se m"ní nap íklad pH a redoxní potenciál, což p!sobí nep ízniv" na r!st. [4] 
 
5) Fáze stacionární: 
V této fázi se zastavuje p ír!stek živých bun"k, to m!že být zp!sobeno vy$erpáním živin 
nebo vzr!stem koncentrace toxického metabolitu nad ur$itou hranici. Po$et odumírajících 
bun"k je vyrovnáván velmi pomalým rozmnožováním, což udržuje konstantní po$et bun"k. 
Délka stacionární fáze je odlišná u jednotlivých mikroorganism!, dále je závislá na citlivosti 
daného mikroorganismu v!$i stresovým podmínkám, jako je hladov"ní, p ítomnost toxického 
metabolismu aj. B"hem této fáze tvo í sporulující mikroorganismy endospory. V této fázi 
dochází k nejv"tší produkci sekundárních metabolit!. [4] 
 
6) Fáze zrychleného odumírání: 
B"hem této fáze klesá koncentrace živých bun"k, ty už se ned"lí a pouze hynou. 
Koncentrace živin klesla pod kritickou hladinu, $ímž se snižuje aktivita metabolismu. [4] 
 
Grafické znázorn"ní vzr!stu po$tu živých bun"k se provede tak, že na osu x je nanesen $as 
[h] a na osu y je nanesen logaritmus po$tu živých v 1 litru (viz obrázek 4). [4] 
 
Obrázek 4 - R stová k"ivka [4] 
t – doba [h], x – po#et živých bun!k v 1 ml, 1 – Lag fáze, 2 – fáze zrychlujícího se r stu, 
3 – exponenciální fáze r stu, 4 – fáze zpomalujícího se r stu, 5 – stacionární fáze r stu, 




1.4.2 Kinetika r#stu koncentrace bun$k 
Tzv. r!stové konstanty obvykle charakterizují r!st bakterií v exponenciální fázi. Jestliže 
na po$átku exponenciální fáze byl po$et bun"k v 1 ml vyjád en jako x0, tak po jedné 
genera$ní dob" je po$et bun"k dvojnásobný, tedy 2x0 a po n genera$ních dobách je po$et 
bun"k x roven 2nx0. Po uplynutí doby t tedy platí: 
 02 xx
rt
=  (1) 
kde veli$ina r vyjad uje po$et d"lení bun"k za jednotku $asu [h], lze také vyjád it jako 
p evrácená hodnota genera$ní doby. Rychlost r!stu bun"k neboli p ír!stek bun"k s $asem 
b"hem exponenciální fáze lze získat derivací rovnice (1) podle $asu:  
 2ln2 0xdt
dx rt
=  (2) 
 





=  (3) 
Dále lze nahradit $len rln2 veli$inou µ, která se nazývá m"rná r!stová rychlost, $ímž 
dostáváme vztah, kterým m!žeme vyjád it r!st bun"k binárním d"lením: 
 x
dt
dx µ=  (4) 
Z toho vyplývá, že po$et bun"k v daném okamžiku je úm"rný rychlosti r!stu mikrobiální 
populace v jakémkoliv okamžiku exponenciální fáze. Veli$ina µ je zde konstantou úm"rnosti. 
[4, 15]  
Po ur$itém trvání r!stu v exponenciální fázi lze vypo$ítat po$et bun"k v prost edí  ešením 
diferenciální rovnice (4) metodou separace prom"nných. 









dµ  (5) 
z $ehož plyne, že  
 )(lnln 00 ttxx −=− µ  (6) 
 00 ln)(ln xttx +−= µ  (7) 
 
Rovnice (6) a (7) jsou rovnicemi p ímky protínající osu y v bod" ln x0 a mající sm"rnici µ. 
%ast"ji se ovšem vypo$te µ, jelikož hodnoty x a x0 je možno experimentáln" zjistit, a to 
nap íklad p ímým nebo kultiva$ním po$ítáním bun"k. Exponenciální fáze r!stu se $asto 
ozna$uje také jako logaritmická fáze, vzhledem k lineární závislosti logaritmu po$tu bun"k 





Obrázek 5 - Grafické znázorn!ní r stu bun!k v exponenciální fázi [4] 
x - po#et bun!k v 1 ml, t - doba [h], tg α - specifická r stová rychlost (µ) 
 
Specifická r!stová rychlost není závislá pouze na druhu mikroorganismu, ale i na vn"jších 
podmínkách, kam pat í teplota, pH prost edí, $i koncentrace živin. Závislost kinetické 
konstanty µ na koncentraci živin lze podle Monoda vyjád it jako analogii k enzymatické 





= maxµµ , (8) 
kde µmax znamená maximální specifickou r!stovou rychlost daného mikroorganismu za dané 
teploty a pH; cs zna$í koncentraci substrátu p ítomného v nedostate$ném množství a 
za nadbytku ostatních pot ebných živin; Ks je satura$ní konstanta. Tato konstanta vyjad uje 
koncentraci substrátu, kdy 
2
maxµµ = , a afinitu bu#ky k živin". %ím menší je hodnota Ks, tím 
v"tší je afinita. P i velmi nízkých koncentracích a nízkém Ks je dosaženo prakticky µmax. 
Vy$erpáním této živiny klesá prudce rychlost r!stu. Hodnoty Ks se pohybují nap íklad 
u cukr! v desítkách µg⋅ml-1. [4, 15] 
K postupnému snižování obsahu živých bun"k dochází v období nedostatku substrátu, tím 
m!že být nap íklad i rozpušt"ný kyslík u aerobních proces!. Je proto zaveden pojem tzv. 
limitujícího substrátu, což je taková složka, p i jejímž nedostatku dochází k zastavení r!stu 
bun"k. [15] 
Limitujícím substrátem obecn" m!že být nejen jednosložkový, ale i dvou- a vícesložkový 













⋅= µµ  
K limitaci vícesložkovým substrátem se nej$ast"ji vyskytuje u vsádkových fermentor!, kde 




dvousložkového substrátu m!že být sou$asná limitace uhlíkových substrátem a kyslíkem 
p i aerobní kultivaci bun"k. [15] 
Zpomalení až ukon$ení rozmnožování na konci exponenciální fáze m!že být zp!sobeno 
dv"ma faktory, a to vznikem metabolických zplodin nebo vy$erpáním živin. Nej$ast"ji je 
vy$erpána živina zastoupená v nejnižší koncentraci. Celkový nár!st (G), kterého je dosaženo, 
je lineární funkcí výchozí koncentrace této limitující živiny (c), z $ehož vyplývá vztah: 
cKG ⋅=  
kde K je výt"žková konstanta neboli výt"žnost mikroorganismu na dané živin". Vyjad uje, 
kolik gram! sušiny biomasy se vytvo í z 1 g živiny, tato veli$ina je konstantní v pr!b"hu celé 
r!stové k ivky. Výt"žnost je závislá na druhu mikroorganismu, ale i na celkovém složení 
p!dy, tzn. vyšší hodnota výt"žnosti na p!d" s vitaminy a aminokyselinami, než na p!d" 
s minimem t"chto složek. Vztah pro výpo$et celkového nár!stu platí i pro zdroje dusíku, 
fosforu a pro r!stové látky, které není daný mikroorganismus schopen sám syntetizovat, což 
jsou nap . již zmín"né vitaminy a aminokyseliny. Avšak hodnota K je pro každou z t"chto 
slou$enin odlišná u daného mikroorganismu. Lineární závislosti mezi r!stem a koncentrací 
limitující živiny se využívá v potraviná ském pr!myslu ke stanovení koncentrace vitaminu 
nebo jiné r!stové látky v potravinách z nár!stu vhodného auxotrofního mikroorganismu 
vyžadujícího danou látku. [4] 
1.5 Analytické metody 
1.5.1 Stanovení sušiny biomasy 
V potraviná ském pr!myslu je nejpoužívan"jší arbitrážní metodou ke stanovení sušiny a 
vody sušení p i 105 °C. Sušení p i této teplot" probíhá až do konstantního úbytku hmotnosti. 
P i této metod" dochází k difúzi, tzn. transportu vody z vnit ních vrstev na povrch, a 
odpa ování povrchové vody. Konstantní hmotnosti dosáhneme, když nastane rovnováha mezi 
parciálním tlakem odpa ované vody na povrchu materiálu a parciálním tlakem sušícího 
média. Rychlost sušení ovliv#uje povaha vzorku, tvar $ástic, množství navážky, teplota, 
vlhkost, rychlost a sm"r proud"ní sušícího média. [16] 
1.5.2 Turbidimetrie 
Je optická metoda založená na m" ení procházejícího sv"tla zeslabeného rozptylem 
na $ásticích se nazývá turbidimetrie. P i m" eních je d!ležité získat reprodukovatelnou 
suspenzi m" ené reak$ní sm"si, která je dostate$n" stálá. Zá ení absorbované nehomogenním 
prost edím, tj. koloidním roztokem nebo roztokem zakaleným jemnou sraženinou, se m" í 
absorp$ními fotometry a spektrofotometry. [17] 
 
 




Fotometrická citlivost je nep ímo úm"rná vlnové délce. Vztah mezi absorbancí a 
koncentrací $ástic pro malé $ástice obvykle lineární, ale obvykle to neplatí 
pro imunochemické reakce. Se zm"nou vlnové délky zá ení se však m!že lineární odezva 
m"nit na nelineární. Jakýkoliv vliv zp!sobený vznikem $ástic odlišné velikosti bude m"nit 
výsledky m" ení absorbance. Za p edpokladu, že je suspenze bezbarvá, lze turbiditu m" it 
pomocí jakéhokoliv fotometru nebo spektrofotometru. I za cenu snížení citlivosti reakce, je 
t eba snížit na minimum vliv interferujících látek. Závislost intenzity prošlého zá ení 







kde It = intenzita prošlého zá ení, I0 = intenzita sv"telného zdroje, ( = turbiditní koeficient, 
L = sv"telná dráha kyvetou. [17] 
1.5.3 HPLC  
HPLC je zkratkou anglického high performance liquid chromatography, v p ekladu 
vysokoú$inná kapalinová chromatografie. Tato chromatografická technika slouží k separaci 
složek vzorku za ú$elem stanovení p ítomnosti a koncentrace daných složek ve vzorku. M!že 
sloužit také k izolaci jednotlivých složek, což se nazývá preparativní chromatografie. HPLC 
aparatura se liší od b"žné sloupcové zejména p ítomností vysokotlakého $erpadla 
umož#ujícího pr!tok mobilní fáze kolonou o menších rozm"rech. V kolon" je vázána 
stacionární fáze na $ástice o velikosti n"kolik mikrometr!. Dané uspo ádání je p í$inou vyšší 
ú$innosti separace látek u HPLC za kratší dobu, oproti klasické sloupcové chromatografii. 
[19, 20]  
HPLC p ístroje se skládají z nádržky s mobilní fází, $erpadla, injektoru, separa$ní kolony a 
detektoru. Slou$eniny jsou odd"lovány tak, že vzorek je pomocí injektoru vnesen do kolony. 
R!zné složky sm"si prochází kolonou s r!znou rychlostí v d!sledku odlišné rozd"lovací 
schopnosti mezi kapalnou mobilní fází a stacionární. [19, 20] 
Použitá rozpoušt"dla musí být odplyn"na z d!vodu eliminace vzniku bublin. %erpadla by 
m"la poskytovat vysoký tlak a konstantnost pr!toku bez pulz!. Mohou být naprogramována 
tak, aby se m"nilo složení rozpoušt"dla b"hem separace. Kapalný vzorek je zaveden 
do dávkovací smy$ky vst íknutím pomocí injektoru. Po napln"ní smy$ky je vzorek vnášen 
do blízkosti po$átku chromatografického lože v azením dávkovací smy$ky do proudu mobilní 
fáze. P ítomnost analyt! protékajících kolonou je zaznamenán detekcí zm"ny indexu lomu, 
UV-VIS absorpce s m"nitelnou vlnovou délkou, fluorescence po excitaci vhodnou vlnovou 
délkou nebo elektrochemickou reakcí. K detekci m!že být také použita hmotnostní 
spektrometrie, která m!že krom detekce separovaných látek poskytnout informaci o struktu e 





Obrázek 7 - Schéma vysokotlaké kapalinové chromatografie [19] 
1.6 Užité mikroorganismy 
1.6.1 Rod Lactobacillus 
Pat í do $eledi Lactobacillaceae, která spadá do  ádu Lactobacillales, t ídy Bacilli a kmene 
Firmicutes. Taxonomické za azení je názorn"ji ukázáno na obrázku 8. [21]  
 




Název je odvozen z latinského lac, neboli mléko. Do tohoto rodu jsou za azovány mlé$né 
bakterie mající bu#ky ve tvaru pravidelných ty$inek, které jsou obvykle delší, ob$as kokovité. 
Jsou uspo ádané v palisádách nebo krátkých  etízcích. Mají bun"$nou st"nu grampozitivního 
typu, netvo í spory, pouze z ídka pohyblivé peritrichálními bi$íky. Z hlediska nárok! na 
kyslík jsou považovány laktobacily za fakultativn" anaerobní, ob$as mikroaerofilní (lepší r!st 
p i redukované koncentraci kyslíku). N"kte í zástupci však vyžadují striktn" anaerobní 
podmínky p i izolaci. Obecn" je r!st laktobacil! podporován p ítomností 5 % oxidu 
uhli$itého. Zástupci tohoto rodu pat í mezi chemoorganotrofní mikroorganismy vyžadující 
bohatá komplexní média. Nemají schopnost redukovat nitráty, nehydrolyzují želatinu a jsou 
negativní na kalatázu, která katalyzuje rozklad peroxidu vodíku na kyslík a vodu. Optimální 
teplota pro r!st je 30 až 40 °C a pH optimum je obvykle mezi 5,5 až 6,2. [21] 
Rod Lactobacillus je v p írod" velmi rozší en, obzvlášt" v nejr!zn"jších potravinách 
rostlinného nebo živo$išného p!vodu. Jeho druhy se vyskytují nap íklad v mléce, kde 
vyvolávají zkvašování laktosy na kyselinu mlé$nou. Dále se vyskytují v ústech a trávicím 
traktu savc!, na rostlinách a v p!d". Mají schopnost zkvašovat laktosu. Pouze vzácn" jsou 
patogenní. [7] 
Mezi homofermentativní mlé$né bakterie pat í nap íklad tyto druhy rodu Lactobacillus: 
L. delbrueckii, L. acidophilus, L. plantarum, a mezi heterofermentativní mlé$né bakterie pat í 
nap . L. fermentum, L. brevis, L. buchneri. V mlékárenském pr!myslu se homofermentativní 
laktobacily požívají p i výrob" sýr! (nap . L.casei, L.delbrueckii subsp. lactis, L. helveticus). 
N"které druhy rodu Lactobacillus se používají pro výrobu kysaných mlé$ných výrobk! (nap . 
L. acidophilus pro p ípravu tzv. acidofilního mléka, L. delbrueckii subsp. bulgaricus 
pro p ípravu jogurtu). Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii zkvašuje sacharosu 
a používá se pro pr!myslovou výrobu kyseliny mlé$né z melasy. [4] 
Laktobacily jsou pom"rn" náro$né na výživu, vyžadují krom" sacharid! jako zdroje 
energie a uhlíku i nukleotidy, aminokyseliny a vitamíny. Tém"  všechny druhy vyžadují 
pro sv!j r!st kyselinu pantotenovou a nikotinovou, heterofermentativní bakterie navíc 
vyžadují i thiamin. K jejich p"stování in vitro je používáno tekutého nebo pevného média, 
zejména MRS. Tekutá i pevná p!da MRS je složena z: peptonu, masového extraktu, 
kvasni$ného extraktu, glukosy, tweenu 80, hydrogenfosfore$nanu draselného, octanu 
sodného, citranu amonného, síranu ho e$natého a síranu manganatého. Pevná p!da MRS 
navíc obsahuje 1,5 až 1,8 % agaru. P!da podle Rohosy je podobného složení s menšími 
rozdíly. Místo peptonu a masového extraktu obsahuje trypton, navíc obsahuje ledovou 
kyselinu octovou a síran železnatý. Stanovení laktobacil! v n"kterých potraviná ských 
výrobcích a surovinách je p edepsáno. [7, 8]  
Jejich r!stu nejvíce vyhovuje slab" kyselé prost edí, kdy po$áte$ní pH je v rozmezí 4,5 až 
6,4. Jestliže pH dosáhne hodnoty 3,6 až 4,0, r!st se zastavuje v závislosti od druhu a kmene. 
Optimální teplota pro r!st je 40 °C, avšak n"které rostou i p i teplot" nižší než 15 °C. Horním 
limitem teploty pro r!st je 62 °C. Doba inkubace bývá 2 až 7 dní v závislosti od druhu vzorku 
a p!dy. Obvyklá doba inkubace laktobacil! je 5 až 6 dní. [7] 
Lactobacillus casei 
D íve nazýván Lactobacterium casei. Druhové jméno je odvozeno z latinského caseus, což 
znamená v p ekladu sýr. Je jedním z mnoha druh! bakterií pat ících do rodu Lactobacillus. 




agregovat do  etízk!. Dále jsou nesporulující, bez cytochrom!. Pat í mezi fakultativn" 
anaerobní mikroorganismus, který získává energii pomocí fermentace. V"tšina kmen! 
L. casei m!že kvasit galaktosu, glukosu, mannosu, mannitol, N-acylglukosamin a tagatosu. 
Schopnost fermentace laktosy je mén" $astá u kmen! izolovaných z rostlinných materiál!, 
než u t"ch izolovaných ze sýr! $i zažívacího traktu $lov"ka. P i r!stu L.casei hrají roli 
podmínky fermentace, jako jsou teplota, pH, složení kultiva$ního média, množství kyslíku. 
[8, 22, 23]  
Tento druh bakterie m!žeme nalézt v r!zných prost edích, jako jsou syrové a 
fermentované mlé$né výrobky, $erstvé a fermentované rostlinné produkty, dále se vyskytují 
nap íklad v zažívacím $i rozmnožovacím traktu $lov"ka a zví at. Okyseluje a koaguluje 
mléko po 3 až 5 dnech a zp!sobuje jeho hlenovitost. Má schopnost intenzivn" rozkládat 
bílkoviny až na volné aminokyseliny, zvlášt" nap íklad kasein. Optimální pH pro L. casei je 
5,5 a optimální teplota se pohybuje okolo 30 °C. Kyselina mlé$ná produkovaná L. casei je 
d!ležitá z hlediska použití k výrob" sýr!, p ípadn" jogurt!, pomáhá snižovat hladinu 
cholesterolu, zlepšují imunitní systém a trávení, zmír#uje nesnášenlivost laktosy, inhibuje 
st evní patogeny a slouží jako probiotikum. Probiotika jsou mikroorganismy, které podporují 
$i udržují rovnováhu mikroorganism! žijících v zažívacím traktu. [8, 22, 24]  
 
 
Obrázek 9 - Mikroskopický obraz bun!k Lactobacillus casei [26] 
1.6.2 Rod Saccharomyces 
Je rodem tvo ícím askospory, pat í tedy do kmene Ascomycota, ve kterém pat í 
do podkmene Hemiascomycotina, t ídy Saccharomycetes a  ádu Saccharomycetales. 




Obrázek 10 - Taxonomické za"azení rodu Saccharomyces [27] 
Pat í mezi nejznám"jší a nejprozkouman"jší rod kvasinek. Název vychází z  eckých slov 
sakcharon = cukr a mykés = houba, tedy doslovn" „cukerná houba“. Bu#ky rodu 
Saccharomyces se vyzna$ují v"tšinou elipsoidním, vej$itým nebo protáhlým tvarem. Hlavní 
složku bun"$né st"ny tvo í glukan a mannoproteiny. [4, 7]  
Obsahuje sedm druh!, které jsou schopny zkvašovat v"tšinou n"kolik cukr!. Jako zdroj 
uhlíku nevyužívají laktosu a jako zdroj dusíku nevyužívají NO3-. Vegetativní rozmnožování 
probíhá multilaterálním pu$ením a vegetativní stádium je až na výjimky diploidní. Dochází 
také ke konjugaci mezi bu#kami, kdy výsledkem je tvorba spor s hladkým povrchem v po$tu 
1 až 4 v jednom v ecku. Askospory obsahují chitosan a dityrosin. [4, 7] 
Optimální teplota pro kvašení je 22 až 25 °C. P i pivovarském spodním kvašení se 
adaptovaly na teploty 5 až 12 °C, vzhledem k tomu, že tento typ kvašení probíhá za nízkých 
teplot. R!st kvasinek se v kapalném médiu projeví zákalem. Pot eba v"tšího množství kyslíku 
p i rozmnožování se projeví slizovitou vrstvou, tzv. mázdrou. Na povrchu tekutiny se jindy 
rozprostírají jako tenká blanka (kožka), ta se mlže zachytávat na st"nách nádoby se zbytky 
živné tekutiny. Pokud nepot ebují tolik kyslíku, na povrchu se tvo í prstenec nebo ostr!vky 
mázdry. [7] 
Ke kultivaci je nej$ast"ji používána sladina jako kapalné živné médium a jako tuhé živné 
médium. Na jejich izolaci nebo p esnou identifikaci p i mikrobiologické kontrole jsou 





Pat í mezi nejd!ležit"jší druh rodu Saccharomyces, vzhledem k výrazným fermenta$ním 
schopnostem se uplat#uje jako peka ská, lihovarská, vina ská nebo spodní $i svrchní 
pivovarská kvasinka. Druhový název pochází z latinského cerevisiae, znamenající pivo. 
Slouží jako modelový mikroorganismus pro biochemické a genetické práce, z toho d!vodu je 
neprostudovan"jší kvasinkou. Zkvašuje glukosu, maltosu, galaktosu, sacharosu a také 
$áste$n" $i zcela rafinosu. Naproti tomu trisacharid rafinosu zkvašují z jedné t etiny tak, že 
z ní odšt"pují pouze fruktosu, zbytek z!stává nerozšt"pen jako disacharid. [4] 
Vegetativn" se rozmnožují výhradn" pu$ením. Tém"  vždy je odd"lená dce iná bu#ka 
menší než mate ská bu#ka. Bu#ky jsou oválného tvaru. Na agaru vyr!stají ve form" b"lav" 
krémových, vyvýšených, hladkých, lesklých kolonií s kruhovitým nevláknitým okrajem. Byl 
zjišt"n výskyt homothalických i heterothalických kmen!. P i pohlavním rozmnožování 
dochází k tvorb" v ecek s askosporami, jež jsou kruhovitého nebo oválného tvaru po 1 až 4 
v jednom v ecku. [8] 
Kvasinky S. cerevisiae jsou používány také nap íklad k p íprav" o$kovací látky proti 
žloutence typu B. Pomocí genového inženýrství je do bun"k kvasinek vložen gen pro tvorbu 
HBs antigenu (= povrchový antigen proti žloutence typu B). Vlivem rychlého množení 
kvasinek dochází k produkci velkého množství $istého HBs antigenu. Ten je inaktivován a 
následn" použit k vakcinaci proti hepatitid" B. Tato metoda p ípravy vakcíny nahradila 
p!vodní, kdy se získával antigen HBs z krve chronických nosi$!. [8] 
 
  
Obrázek 11 - Mikroskopický obraz bun!k Saccharomyces cerevisiae [28] 
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2 EXPERIMENTÁLNÍ  ÁST 
2.1 Cíl práce 
Cíl bakalá ské práce byl zam" en na studium r!stu vybraných mikroorganism!, a to 
konkrétn" Lactobacillus casei a Saccharomyces cerevisiae. Dále byla cílem analýza 
metabolit! vzniklých p i kultivaci. 
2.2 P"ístroje a pom#cky 
− Centrifuga Hettich EBA 20 
− Pe$ící trouba Mora 524 
− Ultrospec™ 10 Cell Density Meter 
− Termostat Memmert 
− Minit epa$ka lab dancer vario 
− B"žné laboratorní sklo 
− Mikropipety 
− Analytické váhy 
− HPLC (vysokoú$inný kapalinový chromatograf) 
 
 
Obrázek 12 - Cell density meter biowave WPA CO 8000 
    
2.3 Mikroorganismy a p"íprava média 
2.3.1 Analyzované mikroorganismy 
Ke studiu r!stových charakteristik byli použiti zástupci kvasinek rodu Saccharomyces a 
bakterií rodu Lactobacillus: 
− Saccharomyces cerevisiae 
− Lactobacillus casei 
2.3.2 Chemikálie použité k p"íprav$ médií 




− D-glukosa (bezvodá), (p.a., výrobce PENTA) 
− kvasni$ný extrakt (výrobce Carl Roth) 
− (NH4)2SO4 (p.a., výrobce Lach-Ner)  
− KH2PO4  (p.a., výrobce Lach-Ner) 
− MgSO4⋅7H2O  (p.a., výrobce Lach-Ner) 
 
Kultiva$ní médium pro Lactobacillus casei: 
− MRS Bouillon (výrobce Carl Roth) 
2.3.3 P"íprava kultiva!ního média 
Kultiva#ní médium pro Saccharomyces cerevisiae 
Byly naváženy chemikálie pro p ípravu 100 a 200 ml kultiva$ního média. Pro p ípravu 
100 ml kultiva$ního média bylo naváženo: 10 g bezvodé D-glukosy; 0,3 g kvasni$ného 
extraktu; 0,1 g (NH4)2SO4; 0,1 g KH2PO4 a 0,05 g MgSO4⋅7H2O. Pro objem 200 ml byla 
pot eba dvojnásobných navážek. Dále bylo p idáno 100 a 200 ml destilované vody, média 
byla d!kladn" promíchána a vysterilována. 
 
Kultivace Saccharomyces cerevisiae 
Na inokulum bylo použito médium o objemu 100 ml, které bylo zao$kováno kli$kou 
ze šikmého agaru. Inokulum bylo kultivováno v termostatu p i 35 °C po dobu 13 hodin. 
Pro studium produkce biomasy a metabolitu bylo použito 200 ml média, které bylo 
zao$kováno 20 ml inokula. Ba#ka byla umíst"na op"t do termostatu nastaveného na 35 °C a 
byla zahájena kultivace, která byla ukon$ena po 24 hodinách. 
 
Kultiva#ní médium pro Lactobacillus casei 
Op"t byly p ipraveny dv" kultiva$ní média o objemu 100 a 200 ml. Pro p ípravu 100 ml 
kultiva$ního média bylo naváženo 5,2 g MRS. Pro objem 200 ml byla navážka dvojnásobná. 
Dále bylo p idáno 100 a 200 ml destilované vody, média byla d!kladn" promíchána a 
vysterilována. 
 
Kultivace Lactobacillus casei 
Na inokulum bylo použito médium o objemu 100 ml, které bylo zao$kováno 10 ml 
ze zamražené kultury. Inokulum bylo kultivováno v termostatu p i 35 °C po dobu 13 hodin. 
Pro studium produkce biomasy a metabolitu bylo použito 200 ml média, které bylo 
zao$kováno 20 ml inokula. Ba#ka byla umíst"na op"t do termostatu nastaveného na 35 °C a 
byla zahájena kultivace, která byla ukon$ena po 24 hodinách. 
2.4 HPLC 
2.4.1 Chemikálie a standardy 
− Kyselina mlé$ná ($istá, 80%, výrobce LACHEMA) 
− Ethanol (absolut p.a., výrobce MERCK) 
− D-glukosa (bezvodá), (p.a., výrobce PENTA) 
− H2SO4 (p.a., výrobce LACHEMA) 
27 
 
2.4.2 Kolona a p"edkolona 
− P edkolona: Watrex Polymer IEX H-forma, 40 x 8 mm 
− Kolona: Watrex Polymer IEX H-forma, 8 x 250 mm 
2.4.3 Parametry a podmínky 
− pr!tok: 0,5 ml⋅min-1 
− teplota: 40 °C 
− $as analýzy vzorku: 35 min 
− tlak v kolon": 1,7 MPa 





Obrázek 13 - Vysokoú#inný kapalinový chromatograf s automatickým dávkova#em 
2.5 Metody m$"ení 
2.5.1 Postup stanovení množství sušiny 
Z každé kultivace bylo odebráno 10 ml vzorku, ten byl zcentrifugován 10 minut 
p i 6000 otá$kách za minutu. Supernatant nad sraženinou byl uchován k dalším analýzám a 
získaný sediment z centrifugace byl promyt vodou, prot epán na vortexu a op"t 
zcentrifugován. Po centrifugaci byl získán druhý supernatant, který byl vylit do odpadu a 
zbylý sediment byl prot epán s malým množstvím vody a kvantitativn" p eveden do p edem 
zvážené a vysušené odpa ovací misky, kde byl dále sušen p i 105 °C. Po vysušení byla miska 





2.5.2 Stanovení r#stové k"ivky 
V pr!b"hu kultivace byla v hodinových intervalech m" ena optická hustota kultury pomocí 
p ístroje Ultrospec™ 10. Byla m" ena absorbance p i vlnové délce 600 nm. Jako blank byla 
použita destilovaná voda. V okamžiku, kdy byla absorbance vyšší než 1,0, byl vzorek 
na ed"n. 
2.5.3 Analýza metabolit# pomocí HPLC 
Na analýzu metodou HPLC byly jako vzorky použity z ed"né supernatanty získané 
p i stanovení sušiny biomasy. Supernatant získaný z kultivace Lactobacillus casei byl z ed"n 
4x a u Saccharomyces cerevisiae bylo  ed"ní desetinásobné. Na ed"né vzorky byly 
p efiltrovány do vialek a dány k analýze na HPLC. 
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3 VÝSLEDKY A DISKUZE 
3.1 R#stové k"ivky 
Byl studován r!st jednotlivých mikroorganism! za optimálních podmínek 
v Erlenmeyerov" ba#ce. R!st byl sledován jako závislost hodnoty optické hustoty m" ené 
za vlnové délky 600 nm (OD) na $ase. A dále jako závislost koncentrace sušiny na $ase. 
Z nam" ených hodnot byly sestrojeny grafy r!stových k ivek. 
















= lgc  
 
3.1.1 R#stové k"ivky Saccharomyces cerevisiae 
Tabulka 1 - Závislost optické hustoty (OD) na #ase b!hem kultivace pro S. cerevisiae 
t [h] OD "ed$ní t [h] OD "ed$ní 
0 0,08 9 2,64 
1 0,10 10 2,91 
3x 
2 0,17 11 3,48 
3 0,28 12 4,16 
4x 
4 0,51 13 4,65 5x 




7 1,84 2x 23 5,76 
8 2,46 3x 24 5,76 
12x 
 
Tabulka 2 - Závislost koncentrace biomasy na #ase pro S. cerevisiae 
t [h] 0 2 5 6 8 10 12 14 21 23 




Graf 1 - R stová k"ivka kultivace Saccharomyces cerevisiae (závislost optické hustoty na #ase)  














Na tomto grafu lze vid"t, že exponenciální fáze S. cerevisiae za$ala pravd"podobn" 
od 2. hodiny m" ení. Lze usuzovat, že na po$átku m" ení ješt" probíhala Lag-fáze. Konec 
exponenciální fáze nastal podle všeho mezi 21. a 23. hodinou. 
 
Graf 2 - R stová k"ivka kultivace Saccharomyces cerevisiae (závislost koncentrace biomasy na #ase) 














Z tohoto grafu m" ení koncentrace biomasy na $ase pro S. cerevisiae lze usuzovat stejné 
záv"ry jako p i m" ení závislosti absorbance na $ase. Nepatrný pokles v 2. hodin" mohl být 
zp!soben špatným promícháním média p ed odb"rem. 
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Graf 3 - Porovnání r stových k"ivek Saccharomyces cerevisiae (závislost optické hustoty a 
koncentrace biomasy na #ase) 
Srovnání f (t) = OD
 


























Tento graf ukazuje srovnání obou použitých metod pro stanovení r!stových k ivek. 
Stanovení hmotnosti sušiny bylo provád"no ve v"tším $asovém intervalu vzhledem k tomu, že 
metoda m" ení optické hustoty je pon"kud p esn"jší a mén" $asov" náro$ná. Dále tento graf 
ukazuje, že se pr!b"hy r!stových k ivek získaných ob"ma metodami p íliš neliší.  
3.1.2 R#stové k"ivky Lactobacillus casei 
Tabulka 3 - Závislost optické hustoty (OD) na #ase b!hem kultivace pro L. casei 
t [h] OD "ed$ní t [h] OD "ed$ní 
0 0,16 9 1,68 3x 
1 0,16 10 1,74  
2 0,25 11 1,89  
3 0,35 12 2,07  
4 0,71 13 2,19  




7 1,26 2x 23 2,40 4x 
8 1,41 3x 
 
Tabulka 4 - Závislost koncentrace biomasy na #ase pro L. casei 
t [h] 0 2 5 6 8 10 12 14 21 23 








Graf 4 - R stová k"ivka kultivace Lactobacillus casei (závislost optické hustoty na #ase) 













Z tohoto grafu lze usuzovat, že po$átek exponenciální fáze u L. casei za$al n"kdy 
po 1. hodin" kultivace a konec nastal pravd"podobn" kolem 13. hodiny.  
 
Graf 5 - R stová k"ivka kultivace Lactobacillus casei (závislost koncentrace biomasy na #ase) 















Zde je zobrazena r!stová k ivka L.casei získána m" ením hmotnosti sušiny. Op"t lze 




Graf 6 - Porovnání r stových k"ivek Lactobacillus casei (závislost optické hustoty a koncentrace 
biomasy na #ase) 
Srovnání f (t) = OD
 


























Z tohoto grafu porovnání r!stových k ivek získaných r!znými metodami lze op"t vy$íst, že 
se dané r!stové k ivky p íliš neliší. D!vodem v"tšího $asového intervalu mezi m" eními 
hmotnosti sušiny je op"t to, že stanovení r!stové k ivky m" ením optické hustoty je p esn"jší 
a mén" $asov" náro$n"jší. 
3.2 Analýza na HPLC 
Ze standard! byly na ed"ny vzorky pro kalibraci a analyzovány na HPLC. Následn" byly 
pomocí HPLC stanoveny vzorky vzniklé  ed"ním supernatant! získaných p i stanovení sušiny 
biomasy. Supernatanty získány z kultivace Saccharomyces cerevisiae byly  ed"ny 10x a 
z kultivace Lactobacillus casei byly  ed"ny 4x. Na analýzu byly použity pouze vzorky 
odebrány do 21. hodiny. 
3.2.1 Kalibra!ní k"ivky - analýza metodou HPLC  
Tabulka 5 - Závislost koncentrace glukosy na ploše píku 











Tabulka 6 - Závislost koncentrace ethanolu na ploše píku 








Tabulka 7 - Závislost koncentrace kyseliny mlé#né na ploše píku 








Graf 7 - Kalibra#ní k"ivka glukosy (závislost koncentrace glukosy na ploše píku) 
f (cglukosa) = plocha [mV%s]























Graf 8 - Kalibra#ní k"ivka ethanolu (závislost koncentrace ethanolu na ploše píku) 
f (cethanol) = plocha [mV%s]


























Graf 9 - Kalibra#ní k"ivka kyseliny mlé#né (závislost koncentrace kyseliny mlé#né na ploše píku) 
f (ckyselina mlé!ná) = plocha [mV%s]


























3.2.2 Spot"eba glukosy a produkce ethanolu - kultivace S. cerevisiae 
Tabulka 8 - Závislost koncentrace glukosy na ploše píku a #ase pro kultivaci S. cerevisiae 
vzorek t [h] plocha píku [mV%s] c [g⋅l-1] 
1 0 21882,95 101,92 
2 2 21947,28 102,22 
3 5 22495,80 104,78 
4 6 22329,74 104,00 
5 8 18588,03 86,55 
6 10 17374,28 80,89 
7 12 16617,75 77,36 
8 14 15160,19 70,56 
9 21 5822,11 27,00 
 
Tabulka 9 - Závislost koncentrace ethanolu na ploše píku a #ase pro kultivaci S. cerevisiae 
vzorek t [h] plocha píku [mV%s] c [g⋅l-1] 
1 0 0,00 0,00 
2 2 0,00 0,00 
3 5 104,72 1,13 
4 6 296,12 3,61 
5 8 487,78 6,09 
6 10 875,25 11,11 
7 12 1647,83 21,11 
8 14 1836,04 23,54 
9 21 3170,68 40,82 
 
Graf 10 - Spot"eba glukosy p"i kultivaci Saccharomyces cerevisiae (závislost koncentrace glukosy 
na #ase)  

















Z grafu spot eby glukosy je patrné, že koncentrace glukosy v pr!b"hu kultivace 
S. cerevisiae klesala s $asem. To dokazuje teoretické znalosti o tom, že glukosa slouží jako 
zdroj uhlíku pro r!st a dále vlivem metabolických drah vzniká jako produkt ethanol. 
 
Graf 11 - Produkce ethanolu p"i kultivaci Saccharomyces cerevisiae (závislost koncentrace ethanolu 
na #ase)  


















Zde lze usuzovat, že kvasinky S. cerevisiae za$aly produkovat ethanol mezi 
2. až 5. hodinou, což by i odpovídalo za$átku exponenciální fáze r!stu zjišt"né z r!stových 
k ivek. Koncentrace ethanolu s $asem stoupala. Koncentrace v 21. hodin" se dostala 
na 40,82 g⋅l-1 ethanolu, což lze považovat za dobrou výt"žnost. Pokles glukosy je však 
na p edešlém grafu z ejmý až po 6. hodin", ale m"l by být už u 5. hodiny. Tato skute$nost je 
z ejm" zp!sobená špatným ozna$ením píku. Plocha je relativn" velká a každé odchylky 





Obrázek 14 - Chromatogram odb!ru ve 21. hodin! pro S. cerevisiae 
3.2.3 Spot"eba glukosy a produkce kyseliny mlé!né - kultivace L. casei 
Tabulka 10 - Závislost koncentrace glukosy na ploše píku a #ase pro kultivaci L. casei 
vzorek t [h] plocha píku [mV%s] c [g⋅l-1] 
1 0 11212,46 20,86 
2 2 10285,33 19,13 
3 5 10192,28 18,95 
4 6 11002,36 20,47 
5 8 9565,70 17,78 
6 10 7504,18 13,94 
7 12 7085,19 13,16 
8 14 6817,33 12,66 
9 21 6512,07 12,09 
 
Tabulka 11- Závislost koncentrace kyseliny mlé#né na ploše píku a #ase pro kultivaci L. casei 
vzorek t [h] plocha píku [mV%s] c [g⋅l-1] 
1 0 0,00 0,00 
2 2 0,00 0,00 
3 5 338,13 2,53 
4 6 531,99 3,77 
5 8 636,63 4,44 
6 10 711,87 4,93 
7 12 1021,93 6,91 
8 14 1236,70 8,29 




Graf 12 - Spot"eba glukosy p"i kultivaci Lactobacillus casei (závislost koncentrace glukosy na #ase) 















Z grafu spot eby glukosy je patrné, že koncentrace glukosy v pr!b"hu kultivace L. casei 
klesala s $asem. To dokazuje teoretické znalosti o tom, že glukosa slouží jako zdroj uhlíku 
pro r!st a dále vlivem metabolických drah vzniká jako hlavní produkt kyselina mlé$ná. 
Graf 13 - Produkce kyseliny mlé#né p"i kultivaci Lactobacillus casei (závislost koncentrace kyseliny 
mlé#né na #ase) 
















Zde lze usuzovat, že bakterie L. casei za$aly produkovat kyselinu mlé$nou mezi 
2. až 5. hodinou, což by i odpovídalo za$átku exponenciální fáze r!stu zjišt"né z r!stových 
k ivek vzhledem k tomu, že se jedná o primární metabolit. Koncentrace kyseliny mlé$né 










Cílem této bakalá ské práce bylo sledování r!stových a metabolických vlastností 
vybraných mikroorganism!, a to konkrétn" kvasinek Saccharomyces cerevisiae a bakterií 
Lactobacillus casei. Byla provedena kultivace daných mikroorganism! za optimálních 
podmínek a poté sestrojeny r!stové k ivky.  
R!stové k ivky byly sestrojeny z m" ení optické hustoty a hmotnosti sušiny, z $ehož 
vznikly závislosti absorbance p i 600 nm a koncentrace sušiny na $ase. Byly sestrojeny i grafy 
porovnávající ob" tyto metody pro sestrojení r!stových k ivek. 
R!stové k ivky získané kultivací S. cerevisiae byly sigmoidního tvaru. Bylo možno z nich 
vy$íst, že exponenciální fáze za$ala pravd"podobn" od 2. hodiny m" ení. Dále bylo možno 
usoudit, že na po$átku m" ení ješt" probíhala Lag-fáze. Konec exponenciální fáze byl podle 
všeho mezi 21. a 23. hodinou. Maximální hodnota optické hustoty, které bylo dosaženo, $inila 
5,76 a maximální koncentrace sušiny byla 2,22 g⋅l-1.  
Také v pr!b"hu kultivace L. casei byly získány r!stové k ivky sigmoidního tvaru. Za$átek 
exponenciální fáze byl zjišt"n již po 1. hodin" kultivace a konec ve 13. hodin". Ve srovnání se 
S. cerevisiae trvala exponenciální fáze kratší dobu. Výt"žek biomasy je menší. Optická 
hustota dosahovala maximální hodnoty 2,40 a koncentrace sušiny hodnoty 0,56 g⋅l-1. Vliv 
na nižší výt"žek má jist" i velikost bun"k.  
Srovnáním metod užitých pro stanovení r!stových k ivek bylo zjišt"no, že se pr!b"hy 
r!stových k ivek získaných ob"ma metodami p íliš nelišily. Dále bylo zjišt"no, že metoda 
m" ení optické hustoty pro stanovení r!stové k ivky je p esn"jší než metoda stanovením 
hmotnosti sušiny. 
Dále bylo analýzou na HPLC zjišt"n obsah glukosy a hlavního metabolitu vybraných 
mikroorganism! b"hem kultivace, tedy u Lactobacillus casei obsah kyseliny mlé$né a 
u Saccharomyces cerevisiae obsah ethanolu. Nejprve byly sestrojeny kalibra$ní k ivky 
ze standard!, poté byla zjišt"na podle reten$ního $asu píku daná látka a podle plochy píku 
byla vypo$tena její koncentrace ve vzorku. 
Byly sestaveny grafy pro spot ebu glukosy a produkci ethanolu z hodnot získaných 
ze vzork! odebraných b"hem kultivace S. cerevisiae analýzou na HPLC. Bylo zjišt"no, že 
koncentrace glukosy v pr!b"hu kultivace klesala s $asem, konkrétn" z hodnoty 101,92 g⋅l-1 
na hodnotu 27,00 g⋅l-1. B"hem kultivace bylo celkem spot ebováno 74,92 g⋅l-1 glukosy Dále 
bylo zjišt"no, že kvasinky S. cerevisiae za$aly produkovat ethanol mezi 2. až 5. hodinou, což 
by i odpovídalo za$átku exponenciální fáze r!stu zjišt"né z r!stových k ivek. Koncentrace 
ethanolu s $asem stoupala a v 21. hodin" se dostala na hodnotu 40,82 g⋅l-1 ethanolu.  
Ze vzork! odebraných b"hem kultivace L. casei byla pomocí metody HPLC sledována 
spot eba glukosy a produkce kyseliny mlé$né. Také tyto data byly vyneseny do graf! jako 
závislost spot eby (produkce) na $ase. Koncentrace glukosy v pr!b"hu kultivace klesla 
z hodnoty 20,86 g⋅l-1 na hodnotu 12,09 g⋅l-1 a graf m"l klesající tendenci. Bakterie b"hem 
kultivace spot ebovaly celkem 8,77 g⋅l-1 glukosy. Pr!b"h produkce kyseliny mlé$né bakterií 
L. casei odpovídal jednotlivým fázím r!stu zjišt"ným z r!stových k ivek. Za$átek produkce je 
možno pozorovat mezi 2. až 5. hodinou, což odpovídá za$átku exponenciální fáze r!stu. 
Pr!b"h k ivky má rostoucí charakter a v 21. hodin" dosahovala koncentrace kyseliny mlé$né 




Z m" ení vyplynulo, že daná média byla optimální pro r!st a produkci metabolit!, což lze 
usuzovat z koncentrací kyseliny mlé$né a ethanolu v posledních vzorcích. Z r!stových k ivek 
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POUŽITÉ ZKRATKY A SYMBOLY 
ATP adenosintrifosfát 
NAD, NADH, NAD+  nikotinamid adenin dinukleotid 
GRAS obecn" považované za bezpe$né 
PFL pyruvátformiát lyasa  
PDH pyruvát dehydrogenasy  
D izomer pravoto$ivý izomer 
L izomer levoto$ivý izomer 
x0 po$et bun"k na po$átku exponenciální fáze  
x koncentrace bun"k
 
t doba, $as 
µ m"rná r!stová rychlost 
$max maximální specifická r!stová rychlost 
Ks je satura$ní konstanta. 
G Celkový nár!st 
K výt"žková konstanta 
It intenzita prošlého zá ení 
I0 intenzita sv"telného zdroje 
( turbiditní koeficient 
L sv"telná dráha kyvetou  
HBs antigen povrchový antigen proti žloutence typu B 
c [g⋅l-1] koncentrace  
HPLC high performance liquid chromatography (vysokoú$inná 
kapalinová chromatografie) 
OD optical density (optická hustota) 
UV/VIS spektrofotometrický detektor v oblasti ultrafialového zá ení a 
viditelného sv"tla 
RID Refractive Index Detector (refraktometrický detektor) 
MRS Man Rogosa Sharpe medium 
L.casei Lactobacillus casei 
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